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Abstract
Viral infections are the most common infectious diseases of the respiratory tract characterized by the considerable mortality
(especially among children and elderly people) and considered as the significant economic burden. It has been demonstrated
that implementation of rapid diagnostic methods enabled more appropriate treatment of respiratory viral infections, reduced
mean hospitalization time and cost, as well as resulted in the significantly decreased mortality. Modern diagnostic methods
effectively identify respiratory virus, its antigen or nucleic acids in biological samples by means of the immunological and
molecular techniques. This article presents critical overview of those methods with particular emphasis on their clinical
usefulness and clinical reliability.
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Streszczenie
Infekcje wirusowe, najpowszechniej występujące choroby zakaźne układu oddechowego, są związane z istotną śmiertelno-
ścią, zwłaszcza wśród dzieci i osób starszych, a także znacznym obciążeniem ekonomicznym dla systemu opieki zdrowotnej.
Doświadczenia ostatnich lat wskazują, że zastosowanie szybkich metod diagnostycznych potwierdzających wirusową etio-
logię infekcji ułatwia zastosowanie właściwego leczenia, pozwala skrócić czas i koszty hospitalizacji oraz skutkuje znaczą-
cym spadkiem śmiertelności wśród tych chorych. Nowoczesne metody laboratoryjne wykorzystują zróżnicowane techniki
immunologiczne i molekularne do wykazania w materiale biologicznym pobranym od chorego obecności wirusa, jego
antygenów lub kwasu nukleinowego oraz ich identyfikacji. Praca stanowi krytyczny przegląd tych metod ze szczególnym
uwzględnieniem ich przydatności i wiarygodności klinicznej.
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Wstęp
Infekcje wirusowe, najpowszechniej występu-
jące choroby zakaźne dróg oddechowych, są zwią-
zane z istotną śmiertelnością zwłaszcza wśród
dzieci i osób starszych. Wiążą się również ze zna-
czącym obciążeniem ekonomicznym systemu opie-
ki zdrowotnej (dodatkowe porady lekarskie, kosz-
ty leczenia i hospitalizacji, absencje w pracy i szko-
le). Według badań amerykańskich, koszty spowo-
dowane samą grypą sięgają 76–167 mld dolarów
w zależności od sezonu epidemicznego [1]. Nie-
zwykle istotnym problemem zarówno z punktu
widzenia społecznego, jak i medycznego jest po-
wszechne nadużywanie antybiotykoterapii w le-
czeniu zakażeń dolnych dróg oddechowych. Sza-
cuje się, że w Stanach Zjednoczonych tylko 55%
spośród 41 mln zlecanych antybiotyków jest sto-
sowanych u pacjentów z bakteryjnymi zakażenia-
mi dróg oddechowych [2]. Polska nie jest wyjąt-
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w 1–1,5 ml roztworu jałowej soli fizjologicznej. Ko-
nieczne jest, by został on dostarczony do laborato-
rium natychmiast po pobraniu. Jedynym wyjątkiem
od tej reguły są materiały do badań molekularnych,
które mogą być przechowywane w temperaturze
5 ± 3oC przez 48 godzin od momentu ich pobrania.
W każdej innej sytuacji, jeśli wykonanie analiz nie
jest możliwe w ciągu 48–72 godzin, materiał powi-
nien być zamrożony w temperaturze –70oC [5, 6].
Metody diagnostyczne
Diagnostyka laboratoryjna infekcji wiruso-
wych opiera się na ocenie odpowiedzi immunolo-
gicznej organizmu na rozwijające się zakażenie
(swoiste przeciwciała) lub też wykazaniu obecno-
ści wirusa, jego antygenów, ewentualnie kwasu
nukleinowego w materiale klinicznym oraz ich
identyfikacji.
Izolacja i identyfikacja wirusów w hodowlach
komórkowych
Izolacja wirusów w hodowlach komórkowych,
a w przypadku wirusa grypy na zarodkach ku-
rzych, jest tradycyjnie uważana za „złoty standard”
diagnostyki wirusologicznej. Ma ona jednak ogra-
niczone zastosowanie w praktyce klinicznej ze
względu na małą dostępność i długi czas upływa-
jący od momentu pobrania materiału do uzyska-
nia wyniku (3–14 dni). Należy też podkreślić, że
niektóre wirusy, na przykład wirus zespołu ostrej
ciężkiej niewydolności oddechowej (SARS, seve-
re acute respiratory syndrom), nie rozwijają się
w kulturach komórkowych lub też jak w przypad-
ku ludzkiego metapneumowirusa (hMPV, human
metapneumovirus) ich identyfikacja jest trudna ze
względu na wolne namnażanie wirusa, słaby efekt
cytopatyczny oraz brak tworzenia syncytium. Te
ograniczenia w oczywisty sposób obniżają przydat-
ność metod hodowlanych w diagnostyce. Tymcza-
sem metody molekularne umożliwiają znacznie
szybsze otrzymanie co najmniej równie wiarygod-
nych wyników. W badaniu przeprowadzonym
przez Ebihara i wsp. tylko w około 33% hodowli
wskazano na hMPV jako czynnik etiologiczny,
podczas gdy metodą łańcuchowej reakcji polime-
razy wykorzystującą odwrotną transkrypcję
(RT-PCR, reverse transcriptase polymerase chain re-
action) potwierdzono etiologię hMPV w 100% przy-
padków [7]. Paranhos-Baccala i wsp. w grupie
180 dzieci z zapaleniem oskrzelików potwierdzili
etiologię zakażenia rhinowirusami metodami mo-
lekularnymi u 21,2% pacjentów, natomiast trady-
cyjną hodowlą tylko u 2,2% [8].
kiem, zajmuje 10 miejsce w Europie pod względem
całkowitego zużycia antybiotyków, a 13 miejsce
pod względem zużycia dziennego na 1000 miesz-
kańców, wyprzedzając Niemcy, Wielką Brytanię
i Hiszpanię — kraje o porównywalnej, a nawet więk-
szej populacji [3]. Należy podkreślić, że naduży-
wanie antybiotykoterapii w leczeniu zakażeń dróg
oddechowych wynika nie tylko ze złych nawyków,
ale również z utrudnionego rozpoznania tych in-
fekcji oraz relatywnie małej dostępności metod
laboratoryjnych, potencjalnie umożliwiających
szybkie wykrycie patogenu. Amerykańscy badacze
wykazali, że wprowadzenie metod diagnostycz-
nych pozwalających w realnie krótkim czasie
(średnio 0,9 dnia) potwierdzić wirusową etiologię
infekcji, nie tylko ułatwiło zastosowanie w odpo-
wiednim czasie właściwego leczenia, ale również
pozwoliło na skrócenie średniej długości hospita-
lizacji z 10,6 dni do 5,3 dni, obniżenie jej średnie-
go kosztu z 7 893 dolarów/pacjenta do 2 177 dola-
rów, a także skutkowało znaczącym spadkiem
śmiertelności z 18,2% do 7,4% [4].
W ostatnich latach dokonał się znaczący po-
stęp w zakresie metod diagnostycznych, które
mogą być skutecznie stosowane w realiach szpi-
talnych, również w Polsce, i pozwalają na szybkie,
dostatecznie swoiste i czułe wykrywanie wirusów
oddechowych. Omówiono je w niniejszej pracy ze
szczególnym uwzględnieniem ich przydatności
i wiarygodności klinicznej.
Warunki prawidłowego pobrania i transportu
materiału biologicznego do badań
Podstawowym warunkiem uzyskania wiary-
godnego wyniku badań jest prawidłowe pobranie
wysokiej jakości materiału biologicznego, jego na-
tychmiastowy transport oraz odpowiednie przecho-
wanie przed rozpoczęciem procedur laboratoryjnych.
Optymalnie próbki powinny być pobrane przed roz-
poczęciem leczenia i pochodzić z tkanek zmienio-
nych chorobowo, zawierają wówczas największą licz-
bę cząstek/antygenów wirusowych. W diagnostyce
infekcji górnych dróg oddechowych wykorzystuje się
przede wszystkim: wymazy z nosa i gardła, aspiraty
z nosogardzieli i popłuczyny z nosa, natomiast
w zakażeniach dolnych dróg oddechowych uzasad-
nione może być dodatkowe pobranie aspiratów
z tchawicy, plwociny, popłuczyn z drzewa oskrze-
lowego lub bioptatów płuc. Krew jest materiałem
mało przydatnym, gdyż wiremia trwa w zakażeniach
układu oddechowego stosunkowo krótko.
Do identyfikacji podstawowych wirusów od-
dechowych najczęściej wykorzystuje się materiał
pobrany jałową wymazówką, zanurzaną następnie
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Standardowe metody hodowlane stosowane są
głównie w diagnostyce grypy (izolacja wirusa
w zarodkach kurzych lub hodowli komórkowej).
Wyróżnia je prawie 100-procentowa czułość, jed-
nak wyniki są dostępne dopiero po około 3 dniach.
Tymczasem zgodnie z zaleceniami celowana tera-
pia powinna być rozpoczęta do 36 godzin od wy-
stąpienia pierwszych objawów choroby.
Klasyczne metody izolacji i namnażania wi-
rusów grypy w hodowlach są natomiast wykorzy-
stywane w procesie doboru szczepów szczepion-
kowych w każdym sezonie epidemicznym [1].
Wykrywanie antygenów wirusowych
Metody immunochromatograficzne
Szybkie testy pozwalające w ciągu 15–30 mi-
nut potwierdzić obecność antygenów wirusowych,
głównie grypy i syncytialnego wirusa oddechowe-
go (RSV, respiratory syncytial virus) są oparte na
metodzie immunochromatograficznej (IC). Łatwe
do wykonania, znajdują praktyczne zastosowanie
zwłaszcza w podstawowej opiece zdrowotnej, ga-
binetach lekarzy rodzinnych [9].
Ghebremedhin i wsp. ocenili wartość diagno-
styczną szybkiego testu immunologicznego wykry-
wającego antygeny wirusa grypy typu A i B w ma-
teriałach biologicznych pobranych z układu odde-
chowego. Preferowanymi materiałami używanymi
w teście były aspiraty z nosa, popłuczyny nosowe
oraz wymazy z nosa. Czułość i specyficzność te-
stu dla obu wirusów wynosiły odpowiednio 65%
i 100% [10]. Równie wysoka jest czułość i swo-
istość testów immunochromatograficznych służą-
cych do detekcji RSV, która wynosi odpowiednio
90% i 94–100% [11]. Szybkie testy paskowe są też
z powodzeniem stosowane w diagnostyce zapale-
nia górnych i dolnych dróg oddechowych wywo-
łanych przez adenowirusy. Cechuje je co prawda
wysoka swoistość (91–100%), jednak czułość jest
relatywnie niska (54,5–95%) [12].
Wprawdzie za najbardziej czułą i specyficzną
metodę detekcji wirusa hMPV uznawany jest RT-
PCR [7, 13], wymaga jednak zastosowania specja-
listycznego sprzętu, a wynik otrzymywany jest po
około 6 godzinach. Kikuta i wsp. badali skutecz-
ność detekcji hMPV w wydzielinie z nosogardła za
pomocą analizy IC, wykorzystując real-time RT-
PCR (reakcja łańcuchowa polimerazy DNA z ana-
lizą ilości produktu w czasie rzeczywistym) jako
metodę referencyjną. Wykazali, że metoda IC
w 70,6% badanych próbek potwierdziła dodatni
wynik badania PCR, czułość wzrastała do 79,6%
jeśli wydzielinę pobrano w ciągu 1–4 dni od wy-
stąpienia objawów infekcji [14].
Należy podkreślić, że paskowe testy immuno-
chromatograficzne cechują się co prawda mniejszą
wiarygodnością diagnostyczną niż RT-PCR (czu-
łość), są jednak łatwiejsze w wykonaniu, nie wy-
magają korzystania z aparatury i wykwalifikowa-
nego personelu, a wyniki można uzyskać już po
15 minutach. Dodatkowo szacuje się, że koszty po-
jedynczego testu IC są około 10 razy niższe niż
w przypadku RT-PCR [14].
Metody immunoenzymatyczne
Do szybkiej detekcji antygenów wirusowych
(15–30 min) w laboratoriach diagnostycznych, mogą
być też stosowane łatwe do przeprowadzenia anali-
zy immunoenzymatyczne (IE). Podobnie jak testy
paskowe, metoda IE jest najczęściej wykorzystywa-
na w diagnostyce wirusów grypy A i B oraz RSV [9].
Wyniki licznych badań porównujących metody im-
munoenzymatyczne z klasyczną izolacją wirusów
w hodowlach komórkowych wykazały, że czułość IE
jest bardzo zróżnicowana i może wahać się w prze-
dziale 44–95% w diagnostyce wirusów grypy oraz
59–89% przy wykrywaniu RSV [15]. Wykazano też,
że w okresie wzmożonego występowania infekcji
dróg oddechowych (grudzień–marzec), czułość testu
IE dla RSV wzrasta do 93–100%, a dla wirusów gry-
py do 74–100% [5, 15]. Zjawisko to tłumaczy się ty-
powym dla sezonu jesienno-wiosennego spadkiem
odporności pacjentów, co z kolei sprzyja szybszemu
namnażaniu wirusa oraz dłuższemu utrzymywaniu
się jego cząstek w organizmach chorych.
Na rynku polskim dostępne są testy IE umożli-
wiające jednoczesną detekcję i różnicowanie wiru-
sów grypy A i B. Na podstawie analizy aspiratów
nosowo-gardłowych pobranych od pacjentów w róż-
nym wieku określono, że dla obu wirusów swoistość
testu wynosi 100%, natomiast średnia czułość dla
wirusów A i B odpowiednio 82,9% oraz 51,5% [16].
Należy podkreślić, że wyniki szybkich testów
przyłóżkowych zarówno IC, jak i IE powinny być
zweryfikowane innymi bardziej czułymi metoda-
mi diagnostycznymi (IF, RT-PCR). Testy IC oraz IE
są zwykle przeznaczone do stosowania w ostrej
fazie infekcji, kiedy liczba cząstek wirusowych jest
nie mniejsza niż 105–106. Tak więc próbki biolo-
giczne pobrane zbyt późno, w okresie zdrowienia
lub też pobrane i przechowywane nieprawidłowo
(mrożenie materiału może prowadzić do degrada-
cji antygenów i w rezultacie obniżać czułość te-
stów) mogą zawierać stężenie antygenu poniżej
progu wykrywalności. Wszelkie wątpliwości co do
wiarygodności wyniku, szczególnie jeśli jest on
niezgodny z objawami klinicznymi, powinny być
rozstrzygane testem referencyjnym RT-PCR lub IF.
Podkreślenia wymaga też fakt, że wykrycie anty-
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genów wirusowych nie wyklucza udziału innych
patogenów w rozwoju zakażenia [9].
Metody immunofluorescencji
Testy immunofluorescencyjne należą do naj-
częściej używanych metod detekcji antygenów
wirusowych w laboratoriach diagnostycznych, są
też stosowane jako metoda potwierdzająca wyniki
uzyskane w teście IE lub IC, szczególnie jeśli wy-
stępuje podejrzenie infekcji wywołanej przez wię-
cej niż jeden typ wirusa [9]. Zaletą metody IF jest
też jej szybkość — wynik uzyskiwany jest w ciągu
30–90 minut. Na podstawie badań porównujących
IF z metodą izolacji wirusów w hodowlach wyka-
zano, że czułość IF wynosi przeciętnie około 81%
i jest najwyższa dla wirusa RS (84–99%), natomiast
najniższa dla adenowirusów (0–58%) [15].
W szybkiej diagnostyce zakażeń wirusami
oddechowymi stosuje się gotowe testy IF wykry-
wające tak zwany zespół 7 wirusów oddechowych,
a więc: wirusa grypy typu A i B, paragrypy typu
1–3, adenowirusy i wirusa RS. Stosuje się również
testy umożliwiające identyfikację poszczególnych
wirusów w materiale biologicznym. Metody IF są
szczególnie użyteczne w detekcji wirusów odde-
chowych u dzieci, u których czas utrzymywania
się wysokiego stężenia cząstek wirusowych w wy-
dzielinie dróg oddechowych jest znacznie dłuższy
niż u dorosłych. Należy przypomnieć, że najlepszą
jakość badania zapewnia użycie świeżo pobrane-
go materiału biologicznego, przechowywanego
w niskiej temperaturze do czasu wykonania testu [9].
 Aslanzadeh i wsp. [17] wykazali przydatność
metod IC i IF do szybkiej detekcji antygenów wirusa
RSV oraz hMPV w odniesieniu do metody referencyj-
nej RT-PCR, przeanalizowali wydzielinę z nosogardła
pobraną od 515 pacjentów. Czułość i swoistość testów
wykrywających antygen RSV wynosiły odpowiednio;
IC: 79,8% i 89,5% oraz IF: 94,1% i 96,8% , natomiast
detekcji antygenu hMPV IF(I): 62,5% i 99,8% oraz
IF(II): 63,2% i 100%. Ta analiza dowodzi, że wpraw-
dzie metoda IC pozwala na szybkie uzyskanie wyni-
ków (30–60 min) i ich łatwą ocenę, jednak jej czułość
jest niedostateczna w przypadku detekcji RSV. Z ko-
lei metody immunofluorescencyjne charakteryzuje
większa czułość i swoistość, jednak interpretacja wy-
ników wymaga doświadczenia, jest subiektywna i bar-
dziej czasochłonna (30–105 min).
Detekcja kwasów nukleinowych
w materiale klinicznym
Coraz większą rolę w diagnostyce wirusów
oddechowych odgrywają metody wykorzystujące
amplifikację kwasów nukleinowych (NAT, nucle-
ic acid technology). Charakteryzuje je znacznie
wyższa czułość i swoistość niż pozostałe techniki
oraz mniej restrykcyjne wymagania w stosunku do
badanego materiału biologicznego (konieczne mi-
nimum to tylko 2–5 cząstek wirusowego RNA lub
DNA). Amplifikacja kwasów nukleinowych umoż-
liwia także wczesne wykrycie materiału genetycz-
nego wirusa, już w dniu wystąpienia objawów,
zanim liczba antygenów osiągnie poziom detekcji
wymagany przez inne metody. Warto również pod-
kreślić, że aktualnie dostępne testy diagnostyczne
wykorzystujące metodę immunofluorescencji czy
też immunochromatografii przeznaczone są do
wykrywania najczęstszych patogenów, zwykle
wirusów grypy A i B, RSV i para grypy. Natomiast
pula wirusów, które można identyfikować za po-
mocą metod molekularnych, włączając w to nie-
dawno poznane wirusy (SARS-Co, hMPV, corona-
wirusy NL63 i HKU1) stale rośnie [18]. Metody
NAT najczęściej używane do detekcji wirusów
oddechowych to RT-PCR, real-time RT-PCR lub
metoda oznaczania ilości transkryptu na podstawie
sekwencji kwasu nukleinowego (NASBA, nucleid
acid sequence-based amplification). Istnieje wiele
dowodów na znacząco wyższą czułość metody RT-
PCR niż izolacji wirusów z kultur komórkowych,
czy immunofluorescencji. Reis i wsp. przebadali
316 aspiratów nosowych pobranych od dzieci, wyko-
rzystując do potwierdzenia obecności RSV metody
izolacji w hodowlach komórkowych, test IF oraz RT-
PCR. Na 36 materiałów pozytywnych (11,4% z 316),
test RT-PCR był dodatni w 35 (11,1%) przypadkach,
IF w 25 (7,9%), natomiast metoda izolacji wirusa
w 20 (6,3%). Istotne znaczenie ma fakt, że test RT-PCR
odznaczał się także większą specyficznością wzglę-
dem rozpoznawanego wirusa, gdyż nie stwierdził
obecności wirusa w 11 próbach, w których metodą
IF uzyskano wynik pozytywny [19].
Tradycyjne metody PCR są coraz częściej wy-
pierane przez real-time PCR, wykorzystujący tech-
niki fluorescencyjne, co umożliwia monitorowanie
ilości produktu reakcji w każdym cyklu prowadzo-
nej reakcji PCR. Jest on preferowany ze względu
na znaczną automatyzację techniki, mały udział
człowieka oraz mniejszą czasochłonność. Jednak
podstawową zaletą tej metody jest jej ilościowy
charakter, w przeciwieństwie do klasycznej meto-
dy PCR zapewniającej jedynie wynik jakościowy
(plus/minus). Znakowane sondy łączące się z re-
plikowanym DNA wirusa umożliwiają pomiar licz-
by jego cząsteczek w materiałach klinicznych.
Metoda real-time PCR umożliwia więc określenie
wyjściowego poziomu wiremii, może też służyć do
monitorowania postępów leczenia u pacjentów.
Podstawową wadą tej metody diagnostycznej jest jej
koszt. Część autorów podkreśla, że jedynie w przy-
Paulina Jaguś i wsp., Diagnostyka infekcji wirusowych
51www.pneumonologia.viamedica.pl
padku istotnego skrócenia czasu badania (< 24 godz.),
korzyść uzyskana z szybkiego potwierdzenia wiru-
sowej etiologii zakażenia, rezygnacji ze stosowania
antybiotyków i włączenia właściwej terapii mogą
z ekonomicznego punktu widzenia uzasadniać ru-
tynowe stosowanie tak drogich badań diagnostycz-
nych [20]. Oosterheert i wsp. wykazali, że metoda
real-time PCR znacząco zwiększyła liczbę rozpozna-
nych infekcji wirusowych, jednak zbyt długi okres
oczekiwania na wynik (ok. 48 godz.) spowodował,
że z antybiotykoterapii zrezygnowano tylko u 11%
pacjentów. W efekcie zastosowanie drogiego bada-
nia diagnostycznego nie obniżyło istotnie kosztów le-
czenia i zużycia antybiotyków [21].
Oprócz wysokiej swoistości i specyficzności
względem rozpoznawanego wirusa, diagnostyka
wirusów oddechowych powinna mieć charakter
kompleksowy ze względu na szerokie spektrum
potencjalnych patogenów wywołujących te same
albo podobne objawy kliniczne. Glezen i wsp. po-
twierdzili ko-infekcję wirusami RS, paragrypy,
rhino i corona u ponad 10% pacjentów z ostrym
zapaleniem dróg oddechowych. Podkreśla się też,
że jednoczesne wykrycie wielu patogenów umoż-
liwia dokładniejsze scharakteryzowanie przyczyn
zakażenia, powstrzymanie jego rozprzestrzeniania
oraz zoptymalizowanie stosowanej terapii [22].
Szerokie wykorzystanie NAT w diagnostyce wiru-
sów oddechowych jest też ograniczane przez sto-
sunkowo wysoki koszt badania w kierunku poje-
dynczego typu wirusa. Znaczące obniżenie kosz-
tów diagnostyki zapewniają testy umożliwiające
jednoczesną detekcję wielu wirusów podczas jed-
nej reakcji PCR. Brittain-Long i wsp. opracowali
test oparty na metodzie multiplex real-time PCR,
za pomocą którego możliwa jest jednoczesna dia-
gnostyka wirusa grypy A i B, para grypy 1–3,
hMPV, RSV, rhinowirusa, enterowirusa, adenowi-
rusa, coronawirusów (229E, OC43, NL63) oraz bak-
terii atypowych Mycoplasma pneumoniae i Chla-
mydia pneumoniae w wydzielinie z nosogardła. Po
przebadaniu tym testem 954 pacjentów z aktywną
infekcją dróg oddechowych stwierdzono obecność
wirusa grypy A w 25% próbach, RSV w 20%,
a hMPV i M. pneumoniae w 10%. Według szacun-
ków autorów koszt badania pojedynczego pacjen-
ta był znacząco niższy w porównaniu ze standar-
dowymi metodami wykrywającymi pojedyncze
patogeny i wynosił około 33 euro [23]. Badania
porównujące multipleksowe reakcje PCR, czy też
real-time PCR z zastosowaniem licznych primerów
do klasycznej metody izolacji wirusa w hodowlach
komórkowych potwierdzają ich wysoką skutecz-
ność i wiarygodność. Metoda multipleksowa Re-
spifinder umożliwiająca wykrycie 15 wirusów pod-
czas jednej reakcji charakteryzowała się 95-procen-
tową czułością. Dla RSV wynosiła ona około 80%
(próba 141 osób) [24].
Potencjał diagnostyczny multipleksowej de-
tekcji wirusów można dodatkowo poszerzyć, uży-
wając nowych technik wykorzystujących mikro-
macierze oraz mikrokulki (bead detection formats).
Najbardziej czuła i specyficzna wydaje się być
multipleksowa amplifikacja kwasów nukleino-
wych uzupełniona ich analizą za pomocą mikro-
macierzy. W badaniach porównawczych czułość
tej metody, która umożliwia równoczasową iden-
tyfikację 20 wirusów, była weryfikowana izolacją
wirusów w hodowlach i wynosiła 98,4% (potwier-
dzono 180 ze 183 próbek pozytywnych), podczas
gdy dla IF w tym samym materiale 68,8% (126 ze
186 materiałów pozytywnych) [25].
Testy serologiczne
Testy serologiczne mają ograniczone zastoso-
wanie w diagnostyce, zwłaszcza szybkiej, wiruso-
wych infekcji układu oddechowego. Istotne zna-
czenie uzasadniające racjonalny wybór tej meto-
dy ma czas, jaki upłynął od wystąpienia pierw-
szych objawów choroby. W miarę trwania choro-
by na skutek działania mechanizmów immunolo-
gicznych spada liczba cząstek wirusa dostępnych
w materiale klinicznym i maleje przydatność te-
stów opartych na identyfikacji antygenów. W nie-
których sytuacjach klinicznych (np. infekcja wi-
rusem grypy) detekcja wirusa, jego antygenów lub
materiału genetycznego jest możliwa jedynie
w ciągu pierwszych 5 dni od wystąpienia objawów.
Później diagnostyka powinna opierać się właśnie
na testach serologicznych. Podstawą rozpoznania
jest stwierdzenie obecności przeciwciał klasy IgM,
jednak nie wcześniej niż po 8–10 dniach od wy-
stąpienia pierwszych objawów choroby, lub też
potwierdzenie serokonwersji — wykazanie co naj-
mniej 4-krotnego przyrostu miana przeciwciał
klasy IgG i/lub IgM w dwóch kolejnych próbach
krwi pobranych w okresie ostrym, a następnie po
7–10 dniach w okresie rekonwalescencji [26].
Najczęściej wykorzystywanymi badaniami
serologicznymi w diagnostyce zakażeń wiruso-
wych są: test zahamowania hemaglutynacji
(OZHA), test zahamowania neuraminidazy (NI)
oraz odczyn immunoenzymatyczny, za pomocą
których można określić klasy immunoglobulin.
W praktyce najczęściej oznaczane jest stęże-
nie przeciwciał skierowanych przeciwko wirusom
grypy A, B (czułość 44–74%) oraz RSV (czułość
59–93%) [26]. Badania te wykonuje się z reguły dla
celów epidemiologicznych, ewentualnie diagno-
stycznych w razie problemów z pozyskaniem wła-
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ściwej wydzieliny z dróg oddechowych. We wcze-
snym stadium infekcji spowodowanej wirusem
grypy przeciwciała klasy IgM pojawiają się u 36%
pacjentów, a po około 2 tygodniach od zachorowa-
nia występują u 86% zakażonych. W przypadku
reinfekcji RSV wysokie miana przeciwciał klasy
IgG wykrywane są w surowicy już po 5–7 dniach.
Należy zaznaczyć, że u niemowląt poniżej 6. mie-
siąca życia obserwuje się niskie stężenia przeciw-
ciał klasy IgM i IgG w odpowiedzi na pierwotne
zakażenie RSV [27]. Najpóźniej rozwija się odpo-
wiedź przeciwwirusowa w postaci surowiczych
i sekrecyjnych przeciwciał klasy IgA; jest ona rów-
nież słaba u dzieci w pierwszym półroczu życia.
W czasie zakażenia wirusem RS w wydzielinie
z jamy nosowej stwierdza się też wolne i związane
specyficzne przeciwciała klasy IgE [28].
Zastosowanie diagnostyki serologicznej
w przebiegu innych ostrych infekcji wirusowych
dróg oddechowych jest ograniczone. Na przykład
w przebiegu zakażenia wirusem parainfluenzy
przeciwciała klasy IgM wykrywane są jedynie
u około połowy pacjentów. Co więcej, ze wzglę-
du na ścisłe podobieństwo serotypów paragrypy
(w szczególności serotypów 1 i 3) ich różnico-
wanie przy wykorzystaniu technik serologicznych
jest bardzo trudne. W surowicy dzieci, u których
stwierdzono wysokie miano przeciwciał przeciw-
ko serotypowi 1, w większości przypadków miano
przeciwciał przeciwko wirusowi typu 3 było na
podobnym poziomie [29]. Dodatkowo nieswoiste
reakcje krzyżowe mogą występować między sero-
typami paragrypy 1 i 3 a wirusem świnki [30–33].
Omawiając przydatność kliniczną metod se-
rologicznych w diagnostyce zakażeń o etiologii wi-
rusowej, warto przypomnieć ich niską wiarygod-
ność u małych dzieci (luka odpornościowa) i pacjen-
tów z niedoborami immunologicznymi. U dzieci
istotne zwiększenie stężenia immunoglobulin na-
stępuje od drugiego półrocza życia i dopiero w wie-
ku 15 lat osiąga wartości zbliżoną do stężenia tych
przeciwciał u dorosłych. Uważa się, że pełną zdol-
ność do produkcji IgM dziecko osiąga około 12. mie-
siąca życia, IgG najprawdopodobniej w wieku szkol-
nym, a IgA około 12. roku życia. Dodatkowo dla tej
grupy wiekowej charakterystyczne są znaczne wa-
hania poziomu immunoglobulin, nieobserwowane
u dorosłych. Mogą być one zależne między innymi
od pory roku (jesienią stężenie IgM może być 7-krot-
nie wyższe niż wiosną) [34].
Należy również pamiętać, że w przypadku
zakażeń nawrotowych (szczególnie często wystę-
pujących u dzieci i osób z niedoborami immuno-
logicznymi) znamienny przyrost miana przeciw-
ciał może być trudny do uchwycenia.
Wadą metod serologicznych, szczególnie
istotną dla lekarzy pediatrów, jest konieczność
pobrania krwi, kłopotliwej procedury u dzieci.
Alternatywnym i nieinwazyjnym rozwiązaniem
wydaje się oznaczanie stężenia przeciwciał w śli-
nie. Okiro i wsp. za pomocą testu immunoenzy-
matycznego ELISA weryfikowali przydatność ba-
Tabela 1. Najczęstsze wirusy wywołujące zakażenia dróg oddechowych i metody diagnostyczne służące do ich detekcji
Table 1. The most common viruses causing respiratory tract infections and diagnostic methods for their detection
Rodzina Wirus Diagnostyka
Orthomyxoviridae Grypa A, B, C Izolacja wirusa w hodowlach komórkowych lub na zarodkach kurzych;
wykrywanie antygenu: IC, IF, ELISA, RT-PCR; metody serologiczne:
odczyn neutralizacji OZHA, OWD, ELISA
Paramyxoviridae Paragrypa 1–4 Izolacja wirusa w hodowlach komórkowych; wykrywanie antygenu: IF, ELISA, RT-PCR;
metody serologiczne: OWD, ELISA, OZHA
RSV Izolacja wirusa w hodowlach komórkowych; wykrywanie antygenu: IC, IF, ELISA, RT-PCR
Metapneumowirus ludzki Wykrywanie antygenu: IC, RT-PCR
Adenoviridae Adenowirusy Izolacja wirusa w hodowlach komórkowych; wykrywanie antygenu: IF, IC, RT-PCR
Picornaviridae Rhinowirusy Izolacja wirusa w hodowlach komórkowych; wykrywanie antygenu: testy ELISA,
enterowirusy RT-PCR, metody serologiczne — test neutralizacji
(Coxackie A i B, wirusy Echo,
enterowirus 68)
Coronaviridae Koronawirusy (HCoV-229E, Metody serologiczne; wykrywanie antygenu: RT-PCR
HCoV-OC43, SARS CoV)
Parvoviridae Bocawirus RT-PCR
OZHA — odczyn zahamowania hemaglutynacji; OWD — odczyn wiązania dopełniacza; IF — metoda immunofluorescencji; IC — metoda immunochromatograficzna;
RSV (respiratory syncytial virus) — syncytialny wirus oddechowy; RT-PCR (reverse transcriptase polymerase chain reaction) — łańcuchowa reakcja polimerazy wykorzystują-
ca odwrotną transkrypcję; SARS (severe acute respiratory syndrom) — wirus zespołu ostrej ciężkiej niewydolności oddechowej
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dania w ślinie dzieci poziomu przeciwciał IgG i IgA
specyficznych względem RSV. Autorzy potwier-
dzili istotny wzrost stężenia przeciwciał IgG pod-
czas infekcji wirusem RS, jak również istotną ko-
relację między stężeniem przeciwciał w surowicy
i ślinie (tab. 1) [35].
Podsumowanie
Postęp, jaki dokonał się w ostatnich latach
w diagnostyce zakażeń umożliwia stosowanie, czę-
sto równocześnie, wielu metod w celu efektywnej
detekcji wirusów oddechowych. Wybór odpowied-
nich testów jest uzależniony od rodzaju wykrywa-
nego wirusa, przypuszczalnej ilości antygenów,
badanej populacji pacjentów oraz możliwości tech-
nicznych i doświadczenia jednostki badawczej.
Należy podkreślić, że faktyczną wartość kliniczną
mają przede wszystkim testy identyfikujące wirus
w czasie nie dłuższym niż 24 godziny.
Jedną z najczęściej stosowanych metod dia-
gnostyki zakażeń wirusowych dróg oddechowych
jest immunofluorescencja, głównie ze względu na
krótki czas i relatywnie prostą metodykę oznaczeń.
Jednak w niedalekiej przyszłości standardem dia-
gnostycznym staną się testy molekularne, wyko-
rzystujące amplifikację kwasów nukleinowych, nie
tylko z powodu najwyższej czułości i swoistości,
ale również ze względu na możliwość wykonania
równoczesnych badań w kierunku wielu patoge-
nów w tej samej próbce materiału biologicznego.
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